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RESUMEN
En este trabajo se caracteriza la población
bovina Mostrenca de la Estación Biológica de
Doñana (340 muestras) con 26 microsatélites de
ADN recomendados por la FAO para estudios de
biodiversidad bovina, entre los que se encuen-
tran los 9 marcadores del panel internacional
para pruebas de paternidad en bovino. Los
microsatélites se han amplificado mediante la
reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y los
fragmentos amplificados se han separado me-
diante electroforesis en un secuenciador auto-
mático ABI 377XL. Todos los microsatélites utili-
zados han resultado polimórficos y se han en-
contrado entre 3 alelos para el BM8125 y 10 para
el ETH225, con un número medio de alelos de 6,7.
La heterocigosidad media esperada ha sido
0,6244 y la observada 0,6115. Se ha llevado a
cabo la comprobación de paternidades y mater-
nidades con estos microsatélites, lo que ha
servido para establecer una batería de 10-12
microsatélites con una probabilidad de exclusión
a priori superior al 99,9  p.100  que puede resultar
muy útil para realizar controles de filiación en
esta raza bovina con unas peculiaridades de
manejo muy especiales dada su condición de
raza en estado asilvestrado dentro de una reser-
va biológica protegida en la que no está permitida
la ganadería como tal.
SUMMARY
In this work the Mostrenca bovine population
that lives in the Estación Biológica de Doñana
(340 animals) has been studied with 26
microsatellites recommended by FAO for bovine
biodiversity studies. The 9 microsatellites of the
international panel for parentage control are
included in this study. These markers were
amplified by mean of the polymerase chain reaction
(PCR) technique and to get the size separation of
the obtained fragments we have developed
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electrophoresis in polyacrylamide gel in an
automatic sequencer ABI377XL. All the
microsatellites have been polymorphic and
between 3 (BM8125) and 10 (ETH225) alleles
have been found with an average value of 6,7.
The expected heterozigosity has been 0.6244
and the observed heterozigosity 0.6115. The
paternity and maternity have been checked with
these microsatellites and this has been used to
make a paternity panel with 10-12 markers and
an a priori exclusion probability higher than 99.9
percent. This panel is useful to check paternity in
this bovine breed that have a very special
management: it is a feral breed that lives inside a
restricted biologic reserve where the livestock is
not allowed.
INTRODUCCIÓN
La raza Mostrenca o Marismeña es
un fenómeno destacado dentro de la
producción animal española ya que es
la única entidad racial que se explota
en régimen de asilvestramiento. Esta
peculiaridad, por un lado la hace un
exponente  de la producción natural y
ecológica de carne de bovino, y por
otro le confiere un lugar en el extraor-
dinario ecosistema del Parque Nacio-
nal de Doñana y su periferia, donde ha
demostrado desde hace muchos siglos
una completa sostenibilidad. La Esta-
ción Biológica de Doñana (EBD) es un
instituto de investigación y, como tal,
utiliza el ganado que gestiona como
objeto de investigación, y es conside-
rado como un animal salvaje más de
Doñana, no un animal doméstico.
Según Sánchez Belda (2000), pue-
de tratarse de una raza descendiente
directa de Bos taurus macroceros o
su descendiente directo Bos taurus
tartesus, con los que guardaría una
gran relación filogenética debido al
peculiar sistema de explotación de la
raza y su aislamiento secular en las
marismas de Guadalquivir. Por esta
razón la raza Mostrenca constituiría
una joya zootécnica de incalculable
valor. Además, por su localización cer-
cana a los puertos de Palos y Sevilla,
los cuales mantuvieron el monopolio
para la exportación a las Indias tras el
descubrimiento de América (Rodero
et al., 1992), se presupone que esta
raza influyó de una manera destacada
en la formación de los bovinos criollos
latinoamericanos.
La caracterización genética por
medio de una batería de 26 micro-
satélites homologada a nivel interna-
cional nos permitirá en primer lugar
establecer el perfil genético de la po-
blación y en segundo lugar dejar arma-
da la metodología necesaria para el
control genealógico sistemático y ruti-
nario de los animales, basada en la
aplicación de una batería mínima de
microsatélites escogidos de los 26 an-
teriores, en función de su contenido de
información polimórfica (PIC) y pro-
babilidad de exclusión combinada a
priori (PEC) mostrado, así como por
su posibilidades de análisis en MULTI-
PLEX. Debido al sistema de explota-
ción aplicado es ésta la única vía para
conocer las relaciones familiares de
los animales, algo imprescindible para
la correcta gestión de los programas
genéticos.
MATERIAL Y MÉTODOS
Se ha analizado la población bovina
Mostrenca de la Estación Biológica de
Doñana (340 muestras). Se ha extraí-
do sangre de todos los animales en
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tubos con EDTA K3 como anticoagu-
lante y utilizando el sistema Vacu-
tainer® para realizar las extracciones.
El ADN de las muestras se ha extraído
mediante el Kit BLOODCLEAN de
purificación de ADN (BIOTOOLS -
Biotechnological & Medical Labora-
tories, S.A. Madrid, España) siguiendo
las indicaciones del fabricante para
este kit.
Se han estudiado los 26 microsa-
télites siguientes: BM1314, ILSTS6,
TGLA53, ETH10, ETH225, MM12,
CSSM66, TGLA122, CRSRM60,
HEL13, INRA63, HEL9, BM2113,
TGLA227, INRA35, ETH3, HAUT24,
ILSTS011, BM1824, ETH185, HAUT27,
INRA32, INRA37, BM1818, BM8125,
SPS115. Los microsatélites se amplifi-
can mediante la técnica de la reacción
en cadena de la polimerasa (PCR)
según la metodología de Martínez et
al. (2000). Se diseñan varias reaccio-
nes múltiplex para reducir el número
de reacciones y los costes de los expe-
rimentos. Para realizar la separación
por tamaños de los fragmentos obteni-
dos mediante la PCR se someten estos
a una electroforesis en gel de polia-
crilamida en un secuenciador automá-
tico ABI 377XL (Applied Biosys-tems,
Foster City, CA, USA). El análisis de
los fragmentos y la tipificación alélica
se realiza mediante los programas
informáticos Genescan Analisys 3.1.2
y Genotyper 2.5 respectivamente.
Con objeto de conocer el perfil ge-
nético de la raza se han calculado las
frecuencias alélicas y las heteroci-
gosidades mediante el programa
informático Genetix versión 4.01
(Belkhir, 1999). Se ha realizado una
prueba  de equilibrio según Guo y
Thompson (1992) con el algoritmo en
cadena de Monte Carlo Markov, me-
diante el programa informático
GENEPOP versión 3.1c (Raymond y
Rousset, 1995). Se ha calculado el
contenido de información polimórfica
(PIC) con la fórmula propuesta por
Botstein et al. (1980).
El control de filiación se realizará
en aquellos individuos de los que se
conozcan sus padres comparando las
fórmulas genéticas de éstos con la del
animal en cuestión. En el caso de que
no se sepa cual es el progenitor se
cruzará la información de cada uno de
ellos con los más probables, emplean-
do el programa RELATEDNESS
v5.0.8 (Queller y Goodnight 1989), para
completar al máximo los datos genea-
lógicos del registro. Para evaluar la
utilidad de estos microsatélites para
realizar controles de filiación en esta
raza, se ha calculado la probabilidad de
exclusión a priori (PE) de cada uno de
ellos mediante la fórmula de Jamieson
(1994), y la probabilidad de exclusión
combinada a priori (PEC) para un
conjunto de sistemas mediante la fór-
mula de Huguet (1988).
RESULTADOS Y DISCUSIÓN
En la tabla I se reflejan los valores
de PIC que indican qué marcadores
son más informativos en esta raza (va-
lores superiores a 0,5), cuáles son me-
dianamente informativos (valores en-
tre 0,25 y 0,5) y cuáles son poco infor-
mativos (valores inferiores a 0,25).
Exceptuando el SPS115, el resto de los
marcadores son muy informativos y
por tanto son útiles para valorar la
variabilidad genética de la vaca Mos-
trenca.
CaracterizacionVacaMartinez.p65 20/12/2005, 9:26359
Archivos de zootecnia vol. 54, núm. 206-207, p. 360.
MARTÍNEZ, CALDERÓN, CAMACHO, RICO, VEGA-PLA Y DELGADO
Todos los microsatélites utilizados
han resultado polimórficos y se han
encontrado entre 3 alelos para el
BM8125 y 10 para el ETH225 (tabla
I), con un número medio de alelos de
6,7. La heterocigosidad media espera-
da ha sido 0,6244 y la observada
0,6115. Los valores de las heteroci-
gosidades son semejantes a los encon-
trados por otros autores en diversas
razas bovinas españolas (Matín-Burriel
et al., 1999) y europeas, pero el núme-
ro medio de alelos encontrado en la
vaca Mostrenca es ligeramente supe-
rior al hallado por estos autores
(Kantanen et al., 2000; Hanslik et al.,
2000; Edwards et al., 2000). Estos
resultados nos indican que la vaca
Mostrenca tiene una elevada variabili-
dad genética a pesar de tratarse de una
raza en peligro de extinción, que ade-
más no muestra desequilibrio Hardy-
Weinberg.
En la tabla I se detallan los valores
de PE para cada marcador. A partir de
estos datos se ha diseñado un panel
básico de 13 microsatélites cuya pro-
babilidad de exclusión combinada a
priori (PEC) es 0,9998. Se prepara
otro panel adicional de otros 7 micro-
satélites para casos de control de filia-
ción que no puedan resolverse con el
panel básico. La PEC de los dos pane-
les es 0,9999.
El control de filiación se ha realiza-
do en aquellos individuos de los que se
conozcan sus padres comparando las
fórmulas genéticas de éstos con la del
animal en cuestión. En los casos en
que no se conocía cuales eran los
progenitores se ha cruzado la informa-
ción de cada uno de ellos con los más
probables, empleando el programa
RELATEDNESS v.5.0.8 para com-
pletar al máximo los datos genealógicos
del registro. En la mayoría de los ca-
sos, se comprobó la maternidad según
la información que se tenía de campo.
Para hacer la asignación de padres se
Tabla I. Microsatélites analizados, número
de alelos obtenido, valores de PIC (conte-
nido de información polimórfica), Hetero-
cigosidad y de PE (probabilidad de exclu-
sión a priori) de cada uno de ellos.
(Microsatellites analysed, alleles obtained number
(NA), PIC values (Polymorphic information
content), heterozigosity and a priori exclusion
probability (PE) of each microsatellite).
Microsatélites Número PIC Heteroci- PE
de alelos gosidad
BM1314 9 0,73 0,77 0,55
ILSTS6 9 0,73 0,76 0,55
TGLA53 9 0,72 0,75 0,55
ETH10 6 0,71 0,75 0,53
ETH225 10 0,68 0,72 0,51
MM12 6 0,68 0,73 0,49
CSSM66 9 0,67 0,71 0,48
TGLA122 8 0,67 0,71 0,48
CRSRM60 6 0,65 0,70 0,46
HEL13 5 0,65 0,70 0,45
INRA63 4 0,65 0,70 0,44
HEL9 8 0,62 0,68 0,43
BM2113 7 0,60 0,63 0,42
TGLA227 7 0,58 0,62 0,40
INRA35 7 0,57 0,62 0,39
ETH3 8 0,56 0,63 0,37
HAUT24 6 0,56 0,63 0,35
ILSTS011 8 0,54 0,62 0,34
BM1824 6 0,53 0,59 0,34
ETH185 5 0,49 0,54 0,31
HAUT27 7 0,46 0,49 0,29
INRA32 5 0,43 0,53 0,24
INRA37 7 0,42 0,44 0,25
BM1818 4 0,40 0,44 0,23
BM8125 3 0,40 0,50 0,22
SPS115 5 0,28 0,29 0,15
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ha empleado el programa antes men-
cionado.
Esto constituye una poderosa he-
rramienta para controlar la genealogía
de los animales, que a su vez es funda-
mental para organizar un esquema ro-
tatorio de apareamientos que conlleve
la menor consanguinidad posible den-
tro del plan de recuperación y conser-
vación de la raza. Una vez recuperada
la raza, se podría afrontar el proceso
de mejora genética, para lo cual tam-
bién el control de la genealogía es
fundamental.
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